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第1章 序論
脊椎動 物の性 決定 に関与す る性染色体上の遺伝子の機能 にっ いて はまだ一部 の知見がえ られ て
いる に過 ぎな い。性染色体の構成 と性決定の対応 関係の 明確な哺乳類、鳥類 にお ける性決定 には
大 き く分 けて3つ の段階があ る。すなわ ち、受精時 に決 まる性染色体構成の段 階、初期発 生時 に
働 くと考 え られ る性決定遺伝子 によるその後の性 分化の方向決定の段階、性 ステ ロイ ドホ ルモ ン
合成 と生 殖腺分 化の性分化過程 を経て個体 レベルで性 が確定する段階である。雄XY、雌XXの性染
色体構成 を持づ ヒ ト、マ ウス にお いて は雄特異 的なY染色体上の遺伝子5尺γ/5κy[Sinclairetal.
(1990)Nature,346,240-244,Gubbayetal。(1990)Nature,346,245-250]が現在、雄性分
化への方 向決定 に働 く遺伝子の一っ として注 目され て いるが、その後の性分 化へ至 る過程の詳細
は不明で ある。 哺乳類 とは違 い鳥類 は雄ZZ、雌ZWの 雌ヘテ ロ型性染色体構成 を とる。異なる性染
色体 構成を もつ ことか ら哺乳類 とは異な る性決定段階 を経 ることが考え られ るが、事実ニ ワ トリ
には5Rγ遺伝 子は存在 しないと考 え られて いる。 しか し、ニ ワ トリの性ステ ロイ ドホル モ ン合成
と生殖腺分化 、 またその段 階で働 く遺伝子群 は哺乳類 とよ く似て いることが分 か っている。
ニ ワ トリにおいて雌性決定遺伝子の存在が予想 され る雌特異的なW染 色体上の遺伝 子と して、
現在chromo-helicase-DNA-bindingprotein(C〃07-W)とATPsynthaseα一subunit
(、47P5AlW)の遺伝子が知 られ て いる。 これ らの遺伝子 はいずれ もZ性染色 体上 に相同遺伝子 が存・
在 し、性決定 にお ける特異的機能 はない と考 え られて いる。最近、 ヒ ト9p23.3-p24.1に存在 する
OM7'7(OM1～ア7)遺伝子がニ ワ トリZ染色体上 に存在する ことが分 かった[Nandaetal.(1999)
Nat.Genet.21258-259]。興 味深 い ことにヒ トにお いて9p23.3-p24.1(b欠失 によ りXY性逆転
(男性か ら女性)が 高頻度 に生 じる ことが 知 られ、 これ がOMτ7遺伝 子の遺伝 子量の減少 によ り
生 じるとい う考 えがあ る。ニワ トリZ染色 体上の ρMR刀遺伝 子 において遺 伝子量補償作 用が起 こ
らな いと仮定 すれ ば、雄 において雌 の2倍 量存在す る ことにな る0耀 τ7遺伝 子が雄性 決定を行 っ
ている とい う説 もある。いずれ に して も現 在まで鳥類の初期発生 における性決 定、性分化 の遺伝
子機 能 に関する確定的な見解 は得 られて いな い。
本研究で はニ ワ トリの初期発生 における性決定か ら性分化 に至 る分子 レベルの解析 を 目指 し、
性 分化開始 前の未分化生殖腺を含む組織 由来のcDNAを用 いて 、雌cDNAから雄cDNAを差 し引 く
サ ブ トラクシ ョンを行 い、雌特異 的 に発現 する遺伝 子のcDNAクロー ンの取得 と、遺伝子機能 の
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解 析を行 うこ とを 目的 と した。
第2章 ニワ トリ雌5日胚の未分化生殖腺を含む組織に特異的なcDNA配列の濃縮と検索
ニ ワ トリ生殖腺 における性分 化が観察 され始める鰐卵6日 か ら7日に先だ って性特 異的に発現する
遺伝子の取得 を 目指 した。
ニ ワ トリ5日胚 をW染 色 体特異的DNAプローブ(EEO.6)によ り性判別後 、雄 、雌それぞれ37個体
か ら未分化生殖腺及 び 中腎を含む組織 を取得 し、poly(A)+RNAを抽 出、精製後 、cDNAを合成 し
た。 これ らのcDNAを用 い雌 か ら雄cDNAを差 し引 くサ ブ トラクシ ョンをPCR-SelectcDNA
subtraction法(CLONTECH)を利用 して行 い、5日胚 における雌 特異 的なcDNA配列 の濃縮を試み
た(Fig.1)。この とき雌 由来 のcDNAはTest6rとして2種 のadaptor配列(1、2R)を創々 に付 加 し、
雄 由来のcDNAはDriverとしてadaptor配列は付加 せず に用 いた。2種のadaptor配列を持つ
Testerはそれ ぞれ別々 にDriverと混合 し、1回 目のハ イブ リダ イゼーシ ョンを行 った。 これ ら2つ
のハイブ リダイゼー シ ョン反応液 を混合 し2回目のハ イ ブ りダ イゼー シ ョンを行 った。 この とき
DrivercDNAとのハ イブ リッ ド形成 を逃れた、異な ったadaptor配列 を持 った雌 特異的なTester
cDNA配列間でのハ イ ブ リッ ドが 形成 され 、引き続 いて行 った これ ら2種のadaptor配列 に対す る
プライマーを用 いたPCR(polymerasechainreaction)によ り優先的 に増幅 され る と考 え られた。
このよ うに濃 縮 されたcDNA配列をpBluescriptKSベクター にサブクローニ ング したのち、 リ
バ ース ノーザ ン プロッ ト及 び ノーザ ンプ ロッ ト解析 によ りク ローンの雌特異的な 発現の確認 を
行 った。
約200クロー ンの インサ ー ト配列をベ クター 由来 の配列 を もとにPCRを用 いて増 幅後、2枚のゲ
ル を用いて同条件下で電気泳動 を行 った。 これ らを用 いサ ブ トラクシ ョンに使用 した雄、雌 の
cDNAをそれぞれ プ ロー ブと してサザ ンプロッ ト解析 を行 った(リバ ース ノーザ ンプロッ トハ イ ブ
リダイゼー シ ョン)。この結果29クロー ンが雌cDNAプローブ によってのみ、 または、雄cDNAプ
ローブと比 べ強 いシグ ナル を与えた。 さ らに雌雄5日胚poly(A)+RNAに対す るノーザ ンプロ ッ ト
解析 を行 った ところ2ク ロー ン(5fm2,5fm3)にお いて雌特異 的な発現 を確認 した。
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第3章 ニ ワ ト リWρ たc1、PκC'遺 伝 子 のcDNAク ロ ー ニ ン グ
雌特異的発現を示 した2つ のcDNAクロー ン(5fm2,5fm3)はニ ワ トリ雌雄ゲ ノムDNAに対する
サ ザ ンプロ ッ ト解析で雌特異的な シグナル を与 えたこ とか ら、雌特異的なW性 染色体上の遺伝 子
由来であると考 え られ た。
この2ク ロー ンをプ ローブ として雌ニ ワ トリ5日胚未分 化生殖腺+中 腎のcDNAライ ブラ リー(イ
ンサ ー トサ イズ0.3-2kb)をス ク リーこ ング した。5fm2プローブ によ り取得 したイ ンサー トサ イ
ズ約660-bのクロー ンは130アミノ酸残基を コー ドす るORF(openreadingframe)を持 ち(Rg・
2A)、その アミノ酸配列 は ヒ トPKC卜1(proteinkinaseCinhibitor/interactingProtein-1)と61%
の相同性を有する ことか ら助っ々 01遺伝子 と命名 した。 さらに5fm3クロー ンも同一遺伝子由来であ
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ることが分か った(臼g.3A)。
ニ ワ トリのρκα遺伝子は まだク ローン化 され て いな かった為 、 ヒ ト、マ ウスで報告 されて いた
PKC[のcDNA配列 を もとにRT-PCRを行い、それ ぞれ か らcoding領域214-bの配列 を増幅後 、混合
プローブと して上記cDNAライブラ リーのス ク リーニ ング を同様 に行 った。 その結果 イ ンサー ト
サイズ約630-bで、 ヒ ト及 びマウスPKCIと約87%の相 同性 を有する126アミノ酸残基 を コー ドす
るORFを持 つク ロー ンpchPKα一3を取得 した(Fig.2B)。このcDNAクロー ンはPKCIにお いて保存
性の高 いHIT(histidinetriad)motifを持 ち、 ヒ トPKCIのX線結晶構造解析 によ り明 らか とな ったZn
結合 に関わ る3個の ヒスチ ジン残基 も存在す る(Fig.2BO)ことか ら、ニ ワ トリρκ0臆伝子
(cんρκα)由来であ ると考 え られ た(Fig.2B,2C)。
ゆ 々c1遺伝子 とσんPκC1遺伝子はDNA塩基配列、推定 アミノ酸配列でそれ ぞれ71%、65%の 相同
性があ った。 またWpkci,chPKCIタンパ ク質の推 定分子 質量 はそれ ぞれ13。9,13.8kDaとほぼ同 じ
で あったが、推定等電 点(pl;isoelectricpoint)はそれぞれ10.93,6.33とかな り異な っていた。
両 タンパ ク質の推定 配列をそれ ぞれ アミノ酸の 相同性の高 さを もとに便宜 的 に6つの領域 に分割 し
た(Fig.2C)。chPKCiのHITmotifに相 当するWpkciの領域5に は田Tmotifは存 在 しなか った。 ま
たWpkciの領域2は ロイ シン、 アルギニ ンに富んだmotif[Leu(4/20),Arg(4・/20)]であ ったが
chPKCIには存在せず、 この2っのタ ンパク質は異な った機能 を持 つ ことが 予想 され た。
第4章 ニワ トリWρたcノ、Pκ0'遺伝子の遺伝子構造の解析と染色体上の局在部位
雌ニワ トリ繊維 芽細胞 由来ゲ ノムDNAを〃1ηdlilで部 分消 化 し、 同様 に〃1ηdll1で消化 したpBAC-
Lacベクターに組み込み 、εco〃DH10B株に形 質転換 を行 った。 この ように して平均イ ンサー ト
サイズ約150-kb、約5万 クロー ンか らな るニ ワ トリ雌BAC(bacterialartificialchromosome)ラ
イブラ リーを構築 した(慶応大、清 水信義 先生 との共同研究)。このライ ブラ リー はニ ワ トリ2倍体
ゲ ノムサイズ を2300-Mbとする と約32倍 のゲ ノムサ イズ をカバーす るものであ る。
このBACライブ ラ リー を5fm2,5fm3cDNAクロー ンを混合プ ロー ブと して スク リーニ ングを行
い10個のBACクロー ンを取得 した。 いずれ のク ロー ン中にも5fm2,5fm3プロー ブ配列 を含む5-
kbの8∂rηHI断片、5.6-kbのρ5d断片が存在 した。 この各断片 をpB}uescriptKSベクターにサブク
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Figure2.ThecDNAanddeducedaminoacidsequencesofWpkci(A},chPKCI(B),and
theirproteindomainsandidentitylevelsoftheirsequences(C).
ThecDNAsequencesofpWpkci-8(A)andpchPKCI-3(B)weredetermined.TheN-terminal
Metresiduein(A)wasassignedbecauseofitslocationnearesttotheterminationcodonin
the5'一UTR,andthatin(B)wasassignedbycomparisonwithmammalianPKCIsequences.In
(A)and(B),terminationcodon(asterisk),polyadenylationsignal(underline)andtheboundary
ofexon$(verticaliine)areindicated.丁heLeu,Arg-rlchregionofWpkciisboxedin(A).The
HITmotifcontainingtheconservedHis-triadmotif(HVHLH)isdouble-underlined,andthe
threeHisresiduesinvolvedinthebindingofzincarecircledin(B).In(C),aminoacidresidue
numbersforN-terminus,C-terminus,andthelastresidueofeachdomain,correspondenceto
exonsItoIII,andidentityieveisoftheaminoacidsequencesofcorrespondingdomains
betweenWpkciandchPKCIareindicated.
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ローニ ング(pGB-1;8amHl5-kb断片を含む,pGP-3;ρ5d5.6-kb断片を含 む)した後 、両ゲ ノム ク
ロー ンの塩基 配列決定を行 った。その結 果 レゆ女01遺伝子は3個 のエキ ソンか らなる遺 伝子である こ
とが明 らか とな った(日g.3A)。また この遺伝子はタ ンデ ム に反復 して いる と推 定 され た。
同様 にニ ワ トリBACライ ブラ リー を欲 ρκαcDNAクロー ン(chPKCト3)をプ ローブと してスク
リーニ ングを行 い3個のBACクロー ンを取得 した。その内の224D8クロー ンの〃1ηdlll消化 による
1.3-kb(pGH1.3-1)及び3.3-kb(pGH3.3-3)断片、及 びこれ らサ ブクロー ンの隣接配列 については
224D8クロー ンを用 いて塩基 配列 決定を行 った。その結 果cわρκCl遺伝子 も同様 に3個のエ キ ソン
か らなる遺伝 子である ことが 明 らか とな った(Fig.3C)。
納ρ1(Cl、ゆ κc1遺伝子 のイ ン トロンiはそれぞれ2,682-bp、985-bpで両配列間での有為な相 同
性 は見い 出せなか った。 一方、.cんρκα、 ゆ たc1遺伝子の イ ン トロンIIはそれぞれ762-bp、831一
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Figure3.GenestructuresofthetandemlyreiteratedWpkci(A,B)andnon-reiteratedchPKCI(C).
ThesestructuresweredeterminedbyrestrictionmappingandsequencingofBACclones,216GIfor
唖)koland224D8めroんPκ0ノ,andtheirsubcIones。Exonsareindicatedwithfilledrectangularboxes・
LocationsofthepartialsequenceofCRlbetweenWpkcigenesareindicatedin(A)and(B).
Aminort4-kbtranscriptof噂》kσ1genewasshowntocontainanadditionalregionofexon川as
indicatedIllbin(A).PositionsofcDNAclones;5fm2,5fm3,fst5.2-5,andgenomicsubclones;StHiO.37,
pGP-3,pGB-1,pGH3.3-3,pGH1.3-1,areindicated.
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bpで57%の相・同性 があ った。 この よ うなエ キソン間(第3章)、及 びイン トロンllでの相同性か ら両
遺伝 子が同一の遺伝子 を起源 と して いる と考 え られ た。
ニ ワ トリ雌 繊維芽細胞 由来の中期 染色体標本 に対 してcんPκα(224D8BACクロー ン)、ゆ κc1遺
伝子(pGP-3ゲノム クローン)をプ ロー ブと してFISH(fluorescence加51亡αhybridization)を行 い染
色 体上の局在部 位を決定 した。 この とき同時 にW染 色体長腕部反復配列であ るεcoRl-family配列
(pUGD1201)、及 びZ染色体長腕端部反復:配列で あるpFN-1マクロサテ ライ ト配列 を染色体 マー
カー プローブ として使 用 した。 その結 果 レゆkc臆伝子はW染 色体短腕の非ヘテ ロクロマチ ン領域
端 部 に、oわPκ(コ遺伝子 はZ染色体長腕セ ン トロメア近傍(短腕末端 か らZ染色 体全 体 に対 し53.4%
の 位置)に局在 して いる ことが 明 らか とな った(臼g.4)。'
レゆkd遺伝子が タ ンデムに反復 して いる ことがゲ ノム構造解 析 によ り予想 された(Fig.3A)。そ
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Figure4.ChromosomallocationsofWpkci
andchPKCIgenesdemonstratedbyFISHwith
mixedprobes.(A)Ametaphasesetfromthe
femalechickenembryonicfibroblastwas
hybridizedwithbiotinylatedpGP-3(forWpkcr),
DlG・IabeIedBACcbne224D8(forcわPκ0δ,1:1
mixtureofbiotinylatedandDIG-labeledpUGD120
1(forEcoRl-familyontheWchromosome)and1
1mixtureofbiotinylatedandDIG-labeledpCZTH5
-8(torpFN-1macrosatelliteontheZ
chromosome).Thebiotinylatedprobeswere
detectedwithFITC-avidin,andtheDIG-labeled
probesweredetectedwithsheepanti-DtGdab
fragmentfollowedwithrhodamine-labeledanti-
sheepFab.Scalebarindicates10ｵm.(B)
LocationsofWpkciandchPKCIonWandZ
chromosomes,respectively,areillustrated.The
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こで 四〇たd遺伝子 を含むBACクローンの 一つ216G1のインサ ー ト配列(約140-kb)をく10亡1で切 り出
し、 さらにρ5dで部分消 化後 、電気泳動 を行い、pfst5.2。5cDNAクロー ン(物 々c1遺伝子 イ ン ト
ロ ン11+エキソ ン川、pre-mRNA由来;Fig.3A)のイ ンサ ー ト配 列(0.58-kb)をプローブ として
サ ザ ンプロ ッ ト解析を行 った。エチ ジ ウム ブロマ イ ド染 色、サ ザ ンプロ ッ トハ イブ リダイゼ ー
シ ョン、双 方で5.6-kbの整数倍の大 き さの断片 を検 出 した(Fig.5A)。同様 にcんPκCl遺伝子 を含 む
BACクロー ン224D8(インサー ト約150-kb)をく10d消化後 、8∂rηHlで部分消化 し、電気泳動 を行
い、cんρκαの部分 断片(塩基配列30-410;Fig。2B)をプ ローブ と してサザ ンプロッ ト解 析を行 っ
た。その結果9.4-kbとさらに高分子側 に3つのバ ン ドを検 出 したが 助汝d遺 伝子の ような整数倍 断
片で はなか った(Rg.5B)。
四畝d遺 伝子の反復回数を測定する ためεcoRV消化 したニ ワ トリ雌ゲ ノムDNA(0。25-3μg)、
及 びεooRV消化 したニ ワ トリ雄ゲ ノムDNA3μgと5fm2cDNA断片(10-90pg)(レゆκc臆伝子
pre-mRNA由来;Fig.3A)の混合物 に対 して、5fm2cDNA断片 をプローブ として サザ ンプロ ッ ト
解 析を行 った(Fig.5C)。シグナル強度 はFujiFLA-2000イメー ジァナライザ ーによ り数値 化 した 「
後 、以下の計 算式 によ り反復回数 を算 出 した。ニ ワ トリ2倍体のゲ ノムサ イズを2.54pg、一塩基
対 の平均分子 量を650とし、フィルター にプロッ トしたDNA量と放射 活性 の数値が直線 関係 にあ
る領域の数値 を用いて計算 した。 フ ィルター上 のゲ ノムの重 さ(pg)/2。54=Ng(2倍体ゲ ノム数)、
フ ィルター上 のクローンの分子数=Nc、ゲ ノム とクロー ンで得 られ た放射活性の数値 をそれぞれ
Sg,Scとし、反復 回数 をXとすると、NgxX:Nc=Sg:Scとな り、X=Nc・Sg/Ng・Scで反復1回
数 を算 出 した。その結果 雌2倍体ゲ ノム(W染色体)中に約44コピー存在 して いる ことが分か っ
た 。 この よ うに ゅ κcl遺伝子はW染 色体上で タンデ ム に44回反復 して いることが分か ったが、そ
の 形成過程 は不明である。 鞠kc臆 伝子のゲ ノム配列 か ら各遺 伝子間にはニワ トリゲ ノム に存在
す る散在型 であるCR1反復配列の一部(ORF2の3'側約半分)が存 在 して いた(Fig.3B)。この反復
配列 は非LTR(longterminalrepeat)型レ トロ トラ ンスポゾ ンの一種であ り、 この配列を介 して減
数分裂時の不 等交鎖等が生 じ、タンデ ム リピー トが形成 された可能性 も考え られ る。
同様 にcんρκα遺伝子 について もコ ピー数 の測定 を行 った。8amHl消化 した雄ニ ワ トリゲ ノム
DNA3μ9と〃1ηdll!消化 によ り直鎖状 に したpchPKCI-3(cんρκClcDNAクロー ン)DNA(5-100P9)
を混合 した もの に対 して、c解κClの部 分 断片(塩基配 列30-410;Fig.2B)をプロー ブと してサザ ン
プロ ッ ト解 析 を行 った(Fig,5D)。その結 果、雄ニ ワ トリ1倍体ゲ ノム 当た り1.3コピー存在
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Figure5.DeterminationofreiterationfrequenciesofWpkciandchPKCIinthe
chickengenome.(A)The140-kbinsertcontainingWpkcigeneswasrecovered
fromtheBACclone,216G1,bydigestionwith～ofl,andfu曲erdlgestedwlthPs釦at
sixdifferentconcentrations.Thedigestswereseparatedbyagarose-gel
electrophoresis,stainedwithethidiumbromide(leftpanel}andsubjectedtoSouthern
biothybrldlzationwlth32P・labeledinserloftheレゆkclcDNAclone,fst5.2-5(rlght
panel}(B}TheinsertofBACclone,224D8containingchPKCIgenesequence,was
recoveredbyNotldigestion,furtherdigestedwithBamHlateightdifferent
concen重rations,andsublectedtoSouthernbめthybrldizatlonwith32PlabeledcDNA
fragment(nucleotidepositions30to410)ofchPKCI.(C)Differentamountsof
EcoRV-digestedgenomicDNAofthefemalechicken(upperpanel),andEcoRV-
digestedgenomicDNAofthemalechicken(3ｵgeach)mixedwithdifferentamounts
oftheImeanzedcDNAclone,p5fm2(383kb)(lowerpanel)weresubjectedto
agarose-gelelectrophoresisandSouthernblothybridizationwiththe32P-labeled
insertofp5fm2(D)BamHl-digestedgenomicDNAofthemalechicken(3ｵgeach)
anddlfferentamountsofthe〃ノηd田一dlgested且lnearizedcDNAclone,pchPKCト3,
weresubjectedtoelectrophoresisandSouthernblothybridizationwith32P-labeled
subfragment(nucleotidepositions30to410)ofpchPKCI-3asaprobe
して いる ことが 分か った。よ ってoんρκα遺 伝子はZ染色 体上 に存在 する シングル:コピー遺伝子で
ある と考 え られ た。
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第5章 ニワ トリWρkc億伝子の他鳥類における保存性の解析
鳥類は竜骨の有無 によ り深胸類(Carmataespecles)、平胸類(Ratitaespeceles)に分類 され
る。 またZ,W性染色体が 形態的に容易 に判別がつ く深胸 類と違 い平胸 類ははぼ同形で、区別する
のが困難である ことが知 られ ている。 ゆ 女α遺伝子の 鳥類 にお ける保存性を調べ るた め、平胸類1
目2種、深胸 類12目24種の雌雄ゲ ノムDNAをεcoRlで消 化 した後、 レゆkα遺伝 子エキ ソンIll
(StHlO.37,Flg.3A)をプロー ブとした サザ ンプロッ トハ イ ブ リダイ ゼーシ ョンを行 った。Flg.6
で示 した全ての深胸類 の雌 において 四ρたα遺伝子がニ ワ トリと同様 に反復 して存在 している こと
が示 された。 プ ローブ に用 いたエキ ソ ン馴配列 はoんρκ(コと約73%の相同性 を持 つため、雄 におい
て検 出されたバ ン ドはPκα遺伝子由来 であ ると考 えた。 しか し、平胸類 に属するダチ ョウ、エ
ミューでは ゆ 女α遺伝子関連配列の雌特異 的な反復 性 は見 られ ず、 ゆ κα配 列の存在 はゲ ノミ ッ
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Figure7.Comparisonofdeducedaminoacidsequencesofmammalian,plantandavian
PKCIandavianWpkci,andpredictionofana-helixformingdomainofavianPKCIand
Wpkci.(A}DeducedsequencesofPKCI(p)fromhuman(hu.),mouse(mo.),rabbit(ra.),bovine
ma.),chicken(ch.),Japanesequail(qu.),domesticduck(du.),andWpkci(Wp)(bo.),maize
fromchicken(Wp7andWp8),Japanesequailanddomesticduck,abbreviatedasabove,were
aligned.Overallidentityvalues(%)ofsequencesrelativetothesequenceofchickenPKCIareminortype)indicatedattheend.Onlyasingleresidueisdiffere tbetw enWpk i-7(Wp7)(H-81
majortype)ofchickens.(B)AlignmentandcomparisonofsequencesandWpkci-8(Wp8)(R-81
A)fordeducedsequencesofWpkcifromchicken,Japanesequailanddomesticduck.asina-helix(HWpkciofdomesticducklacksthelast14residues.(C)Predict'sonoftheformationof
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quailanddomesticduck.
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ククロー ンを得て塩基配列 レベルの解 析をするまでは結論 出来な い。
ニ ワ トリと同 じキジ 目(Gailiforms)に属す るニホ ンウズラ、カモ 目(Anseriforms)に属するア ヒ
ルの3日胚 か らそれぞれcDNAライ ブラ リーを作製 し、pWpkci-8のインサ ー ト配列,cんPκ(コの部分
断片(塩基配列30-4・10;Fig.2B)をプ ロー ブとしてス ク リーニ ング を行 った。 その結 果ニホ ンウズ
ラ、ア ヒルの ㈱ 々01遺伝子ホモ ログ(pquwpkci-16,pduwpkcト20)、Pκα遺伝子ホモ ログ
(pquPKCト2,pduPKCI-8)をそれぞれ取 得 した(Fig.7A,B)。これ まで報告の ある哺乳 類、植物 の
PκCl遺伝子
とニワ トリ、ニホ ンウズラ、ア ヒル の レゆたc1,PκC臆伝 子の推定ア ミノ酸配列 の比較 を行 った
(Fig7)。ニ ワ トリPKCIは鳥類 間で98%、 哺乳類 との間で も87から90%の高 い相 同性 を示 した。
一方、いずれの鳥類Wpkciもニ ワ トリWpkci同様PKCIにはな い特有の ロイ シ ン、アル ギニ ンに富
んだ配列を持 ち、HITmotifは存在 しな い ことが 明 らか とな った。また ヒ トPKCIの団TmotifのN
末側 は α一helix構造 をと り、 プロ トマ ー間で互 いに交差接触 してホモダイマー を形成 するた めに重
要な ドメイ ンである ことが分か って いる。ChouandFasman法によるタ ンパ ク質の2次 構造予測
によ り、鳥類PKCI,Wpkciいずれ も α一helix構造を とる ことが予想 され た(Fig.7C)。
第6章 ニワトリWρたcノ・PκC1遺伝子の発現の時期特異性及び発現量の比較
レゆkc1、cわρκC臆伝 子の胚発 生段 階 にお ける発現 量(胚全体)、及 び80日ニ ワ トリ組織 における
発現パター ンをρoly(A)+RNAに対する ノーザ ンプロ ッ トハ イブ リダイゼー シ ョンによ り解析 し
た。プローブには 四ρk砿oんρκα遺伝 子を特異的 に認識す るHlTmotif(chPKC1)、104-118残基
(Wpkci,Fig,2C)に相当する塩基 配列 をそれぞれPCRによ り合成 し使用 した。 また初期 胚 における
発現量比(Fig.8D)はFujiFLA-2000イメー ジアナライザー によ り数値化 した後 、ニ ワ トリ
GAPDH(glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase)cDNAプロー ブによ るシグナル強度で補
正を行 い示 した。 その結果 これ ら遺伝 子は双方共3日か ら6日胚 までの発現が高 く、 それ以 降のス
テージ、及 び80日ニ ワ トリ各 組織で は発現が低 くな る ことが分 かった(Fig.8A,B,D上部)。また
両遺伝子の高発現状態 は5、6日胚未分化生殖腺+中 腎 由来poly(A)+RNAに対す るノーザ ンプロ ッ
ト解析 にお いて も同様 に観察 され た(Fig,8C,D下部)。また両遺伝子 とも80日ニ ワ トリでの 目
立 った組織特異性は見 られ なか った。2つ の遺伝子 間では この ように発現パ ター ンの一致が 認め ら
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Figure9.DeterminationofmRNAmolar
ratiosforWpkciandchPKCI.Different
amountsoflineanzedcDNAclone,pWpkci-
80rpchPKCI-3(A}anddefferentamounts
ofpoly(A)+RNAfromgonadsplus
mesonephroiof6-dayfemaleembryosor
fromthe6-dayfemalewholeembryos(B)
wereelectrophoresed,blottedontothe
nylonmembranes,andtogetherhybridized
with32P-labeledcDNAprobesspecificfor
Wpkσ',oわPκαor(∋APOH(notsh◎wn>,and
subjectedtothefluorescenceimage
analyslsτheratloofslgnallntens由esln(A)
wasobtainedbycomparingslopesofsignal
mtens由esln(B>,sbρesofrelat}veslgnaI
lntensltlesofゆkαmRNAorcんPκα
mRNAtoGAPDHmRNAwerefirst
obtalned,theslopeof助)ko'mRNAwas
thencorrectedbytheratioobtainedin(A),
andthemRNAmolarratiowascalculated
Figure8.NorthernblothybridizationindicatingthattranscriptsofbothWpkciandchPKCI
genesarepresentathigher-levelsinearlyembryonicstages.(A,B)Poly(A)+RNApreparations
frommale(Mjorfemale(Fjembryosatdifferentstagesorfromdifferenttissuesof80-day
chickens,asindicated,weresubjectedtoNorthernblothybridizationwith32P-labeledcDNAprobe
speclflcforレレpkα(A)oroんPκ01(B)andwlth32P-labeledGAPOθcDNAprobe(A,B),andto
autoradiography(A,rightpanelofBforthe80-daychicken)orthefluorescenceimageanalysis(left
panelofBforthewholeembryo)(C)Poly(A}+RNApreparationsfromundifferentiatedgonadsplus
mesonephroiof5to16-daymale(M)orfemale(F)chickenembryos,asindicatedweresubjected
toNorthernblothybridizationwiththe32P-labeledWpkcr-specific,chPKC/一specificorGAPDH
cDNAprobe,andtoautoradiography(leftpanelmarkedwithWpkcr)ortothefluorescenceimage
analysis(rightpanelmarkedwithchPKCI)(D)RelativesignalintensitiesofWpkcrmRNAor
chPKCImRNAtoGAPDHmRNAareplottedforfemale(opencircle)ormale{closedcircle)
embryosatdifferentdaysofincubation(E)Somecommonfeaturesoftranscnptionalsignalsfor
WpkcrandchPKCIgenes,basedonthegenomicsequencesdeterminedforpGP-3andpGH33-3
(Fig3).
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れたが、両遺伝子の5プ ロモーター領域 はTATA-boxが無 く、CAAT-box,GC-boxが存 在する と
いう共通の特徴 を示 した(Fig.8E)。両遺伝子が高発現状態 を示 した胚発生時期 は生殖腺分 化開始
時期の直前で あ り興味深 い。 また γゆ女cl遺伝子(W染色 体上)は雌のみで発現 し、cわPκC臆伝子(Z
染色体上)は遺伝子量補償(dosagecompensation)を逃れ 、雄(必 にお いて雌(ZW)の約2倍 の発
現量を示 した(Fig.8)。
助っκol遺伝子か らは0.65-kbのmajorな転写産物の他 に、1.4-kb,2.4-kb,及びよ り高分子 領域 に
minorな転写産 物が認 め られた(Fig.8A,C)。cDNAクロー ン5fm3(Fig.3A)をプ ロー ブと して
行 った ノーザ ンプロッ ト解析 と、5fm3の塩基配列 と 助)kdゲノム配列との比較 か ら、1.4-kb転写
産物 はさらに下流 に存在するpoly(A)付加 シグナル を利用 した もの(Fig.3Alllb)で、5fm3配列は
その とき新た に付加 した3『非翻訳領域 由来で あると考え られた。 しか し、その他の転写産 物め生
成機構について は不 明で ある。
Fig.8に示 した ノーザ ンプロッ トハイブ リダイゼー シ ョンの検 出において 、酌Pκα遺 伝子転写物
が ゆ 々c1遺伝子転写物 のおよそ10倍の感光時間を要 した ことか ら、 ゆ たdmRNAはcんρ1(αと比 べ
てよ り多量 に存在す ることが予想 され た。 そこでFig、8で使用 した ゆkc¢ んPκcノプローブを用 い
て それ ぞれ6日胚全体、及 び未分化生殖腺+中 腎由来poly(A)+RNA(o.25-2μg)に対 して ノーザ ン
プロ ッ ト解析を行 った(Fig.9)。RNAのプ ロッ ト量の補 正 にはFig.8と同様GAPDH遺伝 子 プロー ブ
を用 いた。 また この とき直鎖状 にしたpwpkci-8,pchPKc1-3cDNAクロー ンをそれ ぞれ プロッ ト
(10-100P9)した フィルター に対 して 、各 々の遺伝子 プロー ブと同時 にハ イブ リダイズさせ、各
プロー ブ間の比活性 レベルの補正 を行 った(Fig,9A,B)。その結 果 四ρ々 d遺伝子の転写物 はcわρκα
遺伝 子の転写物 に比 べ、胚全体 において10.2倍、未分 化生殖腺+中 腎にお いて4.9倍の量 で存奪す
る ことが分か った。
第7章 ニワ トリ四欲d,cわρκC'遺伝子の初期胚における発現部位及びGFP融合タンパク
質の細胞内局在部位の解析
レゆたcl遺伝子の発現解析を 鞠 たclcDNA(63-534b,Fig2A)より合成 した リボプロー ブを用い'
て、2か ら6日胚 に対す るwholemount'ηs1亡αhybridizationによ り行った ところ、雌 にお いての
みほぼ胚全域で発現が見 られた。 そこで6日 胚未分化 生殖腺を含む組織片 に対 して 同様 にwhole
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mount1η3ノ亡αhybridizat}onを行 った。 その結 果雌胚の左右未 分化生殖腺、及び周辺組織 で発現
が 見 られ た(Fig.10A-female,antisense)。さ らに未 分 化 生 殖 腺 を含 む5日 胚 の 凍結 切 片 に対 す る
'η51加hybridizationにおいて も同様 に雌胚の左右未 分化生殖腺切 断面全体、及 び周辺組織で 発
現 が 見 ら れ た(Fig。10B-femaleantisense)。
AAntisenseSense
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
? ?
?
?
Figure10.Insituhybridisationindecatingratherubiquitouspresenceof
undifferentiatedgonadsinfemalechickenembryos.
dayfemaleormaleembryocontainingmesonephroiandundifferentiatedleft(arrowhead)andright(arrow)
gonads,withD(G-labeledantisenseorsenseriboprobeforWpkcr.Wpkcitranscriptsweredetectedonlyinthe
femaleembryowiththeantisenseprobe.Scalebarindicateslmm.(B)Insituhybridizationasabovebuttothe
cryostatsectionsofapartofthe5-dayfemaleormaleembryocontainingleft(L)andright(R)undifferentiated
gonads.Significantsignalsofhybridizationweredetectedonlyinthesectionofthefemaleembryo,includingboth
sidesofgonads,withtheantisenseprobe.Scalebarindicates50ｵm.
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Figurei7.IntracellulardistributionsofGFP-
fusionformsofWpkciandchPFCCIin
embryonicfibroblastsfromthemalechicken.
DAPI-stainednuclei(leftpanels),GFP-
fluorescenceoftheproteinexpressed(middle
panels)andmergedimagesofDAPI-stainingand
GFP-fluorescence(rightpanels)areshownfor
cellstransfectedwiththeexpressionvectorfor
GFP-Wpkci(AtoC),GFP-chPKCI(DtoF)orGFP
alone(GtoI}.Eachscalebarindicates10ｵm.
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プローブを用 いてcんρκCl遺伝 子の発現 についても同様の解析 を行 った結果、雄胚で も発現が検 出
された ことを除 いて 同様の発現パター ンが見 られた(datanotshown)。
ゆkd,飴 ρκClcDNAの翻 訳領域全長 をそれぞれGFP(greenfluorescentprotein)の31末にin
flameで結合 させた融合 タンパ ク質発現 コンス トラク トを、雄ニ ワ トリ繊維 芽細胞 に導入 して発現
させ、細胞 内局 在部位の解析を行 った。 その結果GFP-Wpkci融合タ ンパ ク質 は核局在性 を示 した
(Fig.11A-C)。またGFP-chPKCI融合 タンパ ク質 は核、及び細胞質両方 に存在 したが(Fig。11D-F)
、GFPのみ の場合(Fig.11G-1)と比 べると核への局在性が 強か った。
第8章 総合考察
本研究 はニ ワ トリの性決定及 び初期胚での性分化の解析 を 目指 し、ニ ワ トリの生殖腺分 化開始
以前 にお ける性特異的なcDNAクロー ンの取得を行 い、その遺伝子機能を解 析する ことを 目的と
した もので ある。
ニワ トリ5日胚で雌 にのみ発 現す るcDNA断片 をサ ブ トラ クシ ョン(雌一雄)法によ り取得 し、 この
cDNA断片をプ ローブ としてニ ワ トリ5日胚雌cDNAライブラ リー(未分化生 殖腺+中 腎か ら調製)を
スク リーニ ング してw染 色体上 に存在する新規遺伝子 レゆκc1のcDNAクロー ンを取得 した。wpkci
は ヒ トを初め とする各種生物のPKCIと相 同性を有 して いた。 ニ ワ トリPκ(Xcんρκα)cDNAを取得
して推定 アミノ酸配列 を比べる とWpkciはPKCIに特 有のHITmotif(HxHxH)を持 たず、N末 側 に特
有の ロイ シン、アルギニ ンに富んだ配列が存在す ることか ら、PKC1とは異な った機 能を有 して い
る もの と考 え られる。その一方でWpkci、chPKCIのHITmQtifN末側26残基 は相同性 が高 く、共
にα一hellx構造 をとる ことが予想 され た。 ヒトPKCIのX線結晶構造解析 によ りこの領域 は α一helix
構造 をと り、交差接触す ることでホモダイマーを形成する ことが知 られ ている。 さ らに 助)々c;,
cわρκα遺伝子の 初期胚での高発現、組織、細胞内での発現パ ター ンの類似か らも両遺伝子産物の
相互作用、ヘテ ロダイマー形成の可能性が示唆され る。
ニ ワ トリの性決定は、W性 染色体上の雌特異的遺伝 子 による説 とZ性染色体上の遺伝子 による説
が ある。Z遺伝子説 は雄(の の遺伝子 量(dosage)が雌(ZW)の2倍ある ことで性差が生 じ、性が決
まる とい うものである。 しか し、分子 レベルの研究 は既 に述 べたOMRτ1遺伝子に関す る もの以外
は見 あた らな い。
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四ρたd遺伝子は本研究で明らかとなった以下の事実から、深胸類鳥類における性決定過程にお
いて機能する遺伝子の一つであると予想される。ゆ たoノ遺伝子は雌に特異的なW染色体上の非ヘ
テロクロマチン領域に存在する遺伝子で、雌特異的に発現している。図ゆkcノ遺伝子はZ染色体上に
シングルコピー遺伝子として存在する関連遺伝子cんPκClとは違い、タンデムに反復 した多コピー
遺伝子であり、雌初期胚におけるmRNA量はcんPκαmRNA量を大きく上回っている。レゆκcl遺伝
子は深胸類鳥類(12目24種)の雌においてよく保存されており、いずれも多コピーで存在する。
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Figure12.QmodelshowinginvolvementofchPKCIinthedeterminationoftestisand
Wpkciinthedeterminationofovary.
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四ρたc1遺伝子は生殖腺分 化開始以前の雌初期胚 での発現 が高 く、それ以 降は急激 に発現が低下す
る。 また雄胚で雌の約2倍 の発現量があるZ染色体上のoんρκα遺伝子 も同様の発現量の変化 を示
す。推定 ア ミノ酸配列 か らWpkciはホモダイマー及 びchPKCIとのヘテロダ イマーを形成す る可能
性が考え られ る。
しか し、 これ ら遺伝子産物の性決定 、性分化 における機能 は不 明であ る。そ こで生殖腺 分化の
開始 において機能す る以 下のモデルを示 した(Fig.12)。すなわ ち、雄 においてchPKGホモ ダイ
マー は因子Xへ作用 して未 分化生殖腺の精巣への分化 に関与する。 しか し、雌 にお いて多量 に存在
するWpkciはchPKCIと効率的 に結合 し、chPKCIホモ ダイマー形成 を阻害する。 その結果因子Xへ
のchPKCIホモダイマーによる作用が遮断 され、未 分化 生殖腺 は卵 巣への分化 を開始する。
あ るいはWpkciモノマー、ホモ ダイマーあ るいはchPKCIとのヘテ ロダイマーのいずれかが
新 たな因子Yに作用 して未分化生殖腺の卵巣への分化 に関与す る。
上記 モデルを検 証する意味か らも、Wpkci,chPKCIタンパ ク質の初期胚 における検 出、Wpkciの
ホモ ダイマー、chPKCIとのヘテロダ イマー形成の有無、及びそれ らと相互作用 する因子の探索 は
今後 の重要な研究課題である。 さらに 吻 たc1遺伝子を未分化雄二:ワトリ胚へ導入する ことによる
生殖腺分化 への影響 を観察する ことは、最 も積極的な遺伝子機能の解析手段である と思われ る。
要 約
1)ニ ワ トリ5日胚雄 、雌未分化生殖腺+中 腎由来cDNAを用 いて サブ トラクシ ョン、cDNAク
ローニ ング を行 い、雌特異的 に発現 する新規遺伝 子Mゆ κdのcDNAクロー ンを取得 した。 さ らに
レゆ女c1関連遺伝 子で あるニ ワ トリρκα(cんρκα)遺伝子 のcDNAクロー ンを取得 した。
2)平 均 イ ンサー トサイズ150-kb、約5万 クローンか らな り、約3.2倍のゲノムサイズ(2倍体)を
カバ ーする雌ニ ワ トリ繊維芽細胞 由来BACライブラ リーを構築 した。
3)レゆκc1,cわPκα遺伝子を含むBACクローンを取得 し、遺伝子構造解 析を行 い、 いずれ も3個の
エキ ソンか ら構成 され 、 助致c1遺伝子はタンデム に約44コピー反復 した構造 をと り、cんρκC1遺伝
子 はシングル コピー遺伝 子であることを明 らかに した。
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4)FISH解析 によ りレゆkd遺伝子はW染 色体短腕の非ヘテ ロクロマチ ン領域端部 に、cわPκC臆伝
子 はZ染色体長腕セ ン トロメア近傍 に局在 して いることを明 らかに した。
5)鞠kd遺 伝 子は12目24種の深胸 類鳥類種の雌 においてニ ワ トリ同様反復 して存在 して いる こ
とが示 された。 その中のニホ ンウズ ラとア ヒルについて 四〇κ切Pκα遺伝 子ホモ ログ を取得 した。
鳥類PKC[はいずれ も機能的 に必須で あるこ との知 られ て いるHITmotifを有す るが、ニ ワ トリ、
ニホ ンウズ ラ、 ア ヒルのWpkciはいずれ もHITmotifを欠き、N末 側 にロイ シン、アルギニ ンに富
んだPKαには無 い特 有の配列 を持つ ことを示 した。
6)ゆkd,cんPκα遺伝子はいずれも生殖腺分化前において高発現であり、左右未分化生殖腺に
おいても発現が認められたが、四ρたol遺伝子は雌に特異的で、oゐρκα遺伝子は雄において雌の約
2倍の発現量を示す性差が見られた。またゆ κcノ遺伝子の転写物はoんρκα遺伝子の転写物に比べ
多量に存在することが分かった。
7)Wpkci,chPKCIのGFP融合 タンパ ク質の細胞内局在性の解析か ら、Wpkciは著 しく核局在性で
あ り、chPKCIは細 胞質 にも存在す るが 多少核局在性 が強 いこ とが示 され た。
8)Wpkciは雌ニ ワ トリ未分化生殖腺 にお いてchPKCIホモダイマー形成 を阻害 し、chPKC1の機能
の 阻害を行 うか、Wpkciモノ'マー 、ホモダイマー またはchPKCIとのヘテ ロダ イマー を形成 し、 こ
れ らの いずれ かが未分 化生殖腺 か ら卵 巣への分化 を開始 させるき っかけを担 って いるというモデ
ル を提 出 した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
脊椎動物の性染色体構成 は哺乳類 に代表 される雄ヘ テロ型[雄(XY),雌(XX)]と鳥類 に代表 される雌
ヘテロ型【雄(ZZ),雌(ZW)】に大別 される。哺乳類 ではY染色体上のSRYISry遺伝子 が雄の性分化の引 き金
遺伝子 と して知 られているが,W染 色体 上の雌 の性分化 の引 き金遺伝子 は発見 されてい ない。Z染色体
上の遺伝子(DMRT1など)が雄2:雌1の 存在比 を示す ことが性分化の原 因 となるとい う説 もある。本研
究 は,ニ ワ トリのW染 色体上 に存在が予想 される雌の性分化の引 き金遺伝子の探索 を目的 として,生 殖
腺分化前 のニワ トリ雌雄の5日 胚 か らcDNAライブラ リーを調製,さ ら。ご雌胚 由来 のライブラリーか ら
雄胚 由来の ライブラ リーを差 し引 く方法 を適用 し,雌胚 特異的に発現す るmRNA由来のクローンが濃縮
されたライブラ リーを得 て,ク ロー ンの探索 を行 った。
約200クロー ンについ て,そ の配 列 をPCR増幅 して調べ た結果,2ク ロー ン(5fm2,5hn3)が雌ゲ ノム
特有であ ることが分 かった。 これ らの クロー ンをプローブ として雌ニ ワ トリ5日 胚 の未分化生殖腺 と中
腎の混 合組織か ら作製 したcDNAライブライー をスクリーニング して,1ク ロー ンを得た。 この クローン
の塩基配列か ら哺乳類 のPKCI(pro七einkinaseCin七eractingprotein)と約60%の相同性 を もつ タ ンパ ク
質をコー ドす る ものであ ることが分か りWpkciと命 名 した。 また,同 じcDNAライブラ リーか ら哺乳類
のPKCIと約87%の相同性 を有 し,ニ ワ トリの ホモ ログ と考え られるchPKCIクロー ンも取得 した。 これ
らの ク ロー ンをプ ロー ブ と して,雌 ニ ワ トリゲ ノムのBACラ イブ ラ リー をス ク リーニ ング して,
Wpkci,chPKCIのゲ ノみ クロー ンをそれぞ れ取得 した。 これ らの塩基醗列か ら先 に取得 した5fm2,
5fm3は共 にWpkci遺伝子 由来の配列 を含 むクロー ンであ ることが分か った。 また,Wpkci遺伝子 はW
染色体 の非ヘテ ロクロマチ ン末端部位 に位置 し,約44回縦列重複 した構 造 をとるが,cんPKC1遺伝子 は
z染色体長腕のセ ン トロメア近傍 に位置す る非反復遺伝子であ ることが分か った。Wpkciの推定 ア ミノ
酸配列 中にはPKCI機能 に必須 のHITモチー フは存在 しないが,PKCIのホモ ダイマー形成 に関与す る α
ヘ リックス形成部位 は保 存 され ていた。 また,Wpkci特有の ロイシン,ア ル ギニ ンに富 む ドメイ ンが存
在 した。W擁c`遺伝子 は12目24種の深胸類鳥類種 のW染 色体上に,い ずれ も反復 した構造で存在 した。
W通c`,chPκ(】7遺伝子 とも生殖腺分化前の3-6日胚で 高発現 で,左 右 の未 分化生殖腺 を含 めて広 く発現
が認め られたが,mRNAの 発現量 はWpkciの方が数倍多か った。GFP一融合 タンパ ク質 として雄 ニワ トリ
胚由来の繊維芽細胞 で発現 させ ると,Wpkciは著 しい核局在性 を示 したがPKCIは細胞質 と核の両方に存
在 した。 これ らの結果か ら,雌 の初期歴で はwpkciがchPKcIと相互作用 してchPKcIのホモ ダイマー形
成 を妨げるこ とによりPKCI機能 を妨 げ,さ らにWpkci自身核内で特異的 な機能 を発揮す ることによ り雌
の性分化 の引 き金 を引 くとい うモデルを提 出 した。
以上の ように,本 研究 によ り,鳥類 のW染 色体上のW擁c慮 伝子が見いだ され,そ の発現解析 か ら雌
の性分化への関わ りが示唆 されたことは,雌 ヘ テロの性決定機構解明への糸口 を与 える もの として評価
される ことか ら,審 査 員一同,著 者は博士(農学)の学位 を授与 され るに充分の資格 を有す ると判定 した。
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